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容の要 c=. 国
了
グリコーゲン蓄積症第 2 型(ポンペ氏病)は酸'1生ク勺レコハイドロラーゼの欠損がある乙とがみつけ
られている。この酵素はマノレターゼ作用の他にグリコーゲンをグノレコースに分解する作用を有すると
いわれているがまだ充分精製されておらずその性質も明らかでない。私はこの酵素をウシ牌臓から抽
出し硫安，イソプロパノーノレ，エタノーノレ，アセトンによる分別沈澱， p-セルロース， DEAEーセフ
ァデックスクロマトグラフィー，アセトン分別沈澱で約2500倍精製しアセトンで酸性グノレコハイドロ
ラーゼ活性を持つ結晶標品を得た。酵素活性はマノレトースおよびグリコーゲンを基質として用い生成
するグルコースをグノレコースオキシダーゼ法で測定する方法を用いた。マノレトースを基質とした活性
をマノレターゼ活性，グリコーゲンを基質とした活性をグノレコアミラーゼ活性とした。 2 つの基質に対
する結品椋品の酵素活性は pH， 阻害剤，熱処理に対して異った挙動を示しまたポリアクリノレアミド
電気泳動法でマノレターゼ活性を示す 2 つのバンドを持つザイモグラムを得たことからこの結晶標品が
単一でないことが考えられたので続いてその分離を行なった。
結晶椋品をセファデックス G-200のゲノレF過にかけるとマノレターゼ活性は 2 つの画分 (AI， BI) に
現れたが AI 画分にはなお酸性マノレターゼが混在していることが熱処理より明らかにされた。 BI 画
分は 1 種の酸性マノレターゼ、のみを含むと考えられる。一方部分精製した酵素標品を同様のゲソレ炉過に
かけ 2 つの画分 (AII， BII) を得たが BII 画分よりディスク電気泳動的，超遠心的に単一な結晶標品
が得られた。この結品標品はその性質からみて先の結晶標品から分離した BI 画分と同一酵素である
と考えられる。 また AII 画分には AI 画分同様酸性マノレターゼと中性マノレターゼが混在していたが
ポリアクリノレアミド電気泳動を応用しそれらの分離を試みたところ乙の画分には少くとも 4 つの中性
マノレターゼが存在することがわかった。酸性マノレターゼ，中性マノレターゼ各々のアイソザイム相互に
は酵素化学的な性質の差がみられなかったが中性と酸性マノレターゼ聞には至適 pH， 阻害剤に対する
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挙動，基質に対する特異性などに顕著な差がみられた。
論文の審査結果の要旨
健康人の組織中にはグリコーゲンおよびマノレトースを全部グノレコースに分解するグノレコヒドロラー
ゼと呼ぶ酵素があり，乙れが欠除するとポンペ氏病と称するグリコーゲン蓄積症を起すことが知られ
ている。しかしこの動物性のグノレコヒドロラーゼは抽出，精製が困難で充分研究されていなかった。
すでに，藤盛君はウシ牌蔵からこの酵素を抽出し種々の方法で約 2 ， 500 倍まで精製し， pH4.5 で最
もよく作用する酸性クツレコヒドロラーゼを結晶として得ることに成功した。これは動物体から本酵素
を結晶化した最初の仕事である。
しかしこの結晶酵素の性質を検討して見るとまだ単一の蛋白質でない乙とに気付いた。本主論文に
おいて，この酵素を更に純化して，単一蛋白質の結品とし，その性質を詳しくしらべ，同時に旧結晶
酵素に混在していた中性に至適 pH を持つ中性グソレコヒドロラーゼ 4 種を精製確認し，この酸性およ
び中性の両種酵素の作用機構を明かにしたのである。
即ち旧結晶酵素をセファデックス G-200 のゲjレ、F過にかける乙とによって酵素蛋白質をAおよび
B の 2 区分に分け， A 区分には主として中性酵素， B 区分には酸性酵素のみが集ることを見出した。
そこで大量の部分精製酵素を同様の方法で精製し， B 区分から酸'1生ク勺レコヒドロラーゼを美しい板
状結晶としてとり出した。この結晶はディスク電気泳動法および、超遠心法によって全く単一の蛋白質
であり，その分子量は43 ， 000である。またとの酵素蛋白質のマノレトース分解作用力とグリコーゲン分
解作用力の比は 1 : 1 である。
次いでA区分中には数種の中性ク勺レコヒドロラーゼの他に酸性グソレコヒドロラーゼも混在していた
ので，この区分をさらにポリアクリ Jレアミド電気泳動にかけ， 4 個の中性グノレコヒドロラ←ゼ画分を
得た。これらはまだ結品化するに至っていないが， 4 種ともその作用，性質はほぼ同一であり，その1
蛋白構造に微小の差があるアイソザイムである。 中性グノレコヒドロラーゼは至適 pH が 7 であるイ也
に，マノレトース分解作用力がグリコーゲン分解作用力の約20倍である点で酸性グノレコヒドロラーゼと
大きく臭っている。
以上藤盛君の研究は，動物性の酸性クVレコヒドロラーゼを初めて結晶化してその性質を明かにした
上，中性グノレコヒドロラーゼの 4 種のアイゾザイムを分割精製しその性質を明かにしたもので，理学
博士の学位論文として十分価値あるものと認めた。
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